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(57) Abstract 

The DNA of the invention are characterised in that they concern the whole or part of genes, with their reading frame, to be found 
in Neisseria meningitidis, but not in Neisseria gonorrhoeae, or in Neisseria lactamica except the genes involved in the biosynthesis of 
the polysaccharide capsule. JrpA, frpC, opc, porA, rotamase the sequence IC1 106, IgA protease, pilline, pilC, transferrin binding proteins 
and opacity proteins. The invention also concerns the polypeptides corresponding to these DNA and the antibodies directed against these 
polypeptides. It is applicable in the prevention and the detection of meningococcus induced infections and meningitis. 

(57) Abreg* 

Les ADN de P invention sont caracterises en ce qu'il s'agit de tout ou partie de genes, avec leur phase de lecture, presents chez 
Neisseria meningitidis, mais absents sett chez Neisseria gonorrhoeae, soit chez Neisseria lactamica a Texception des genes impliquds dans 
la btosynthese de la capsule polysaccharidique, frpA, JrpC, opc, porK, rotamase, de la sequence IC1106, des IgA proteases, de la pilline, 
de pilC, des prolines qui lient la transferrine et des prolines d'opacitl. L* invention vise egalement les polypeptides correspondant a ces 
ADN et les anticorps diriges contre ces polypeptides. Applications a la prevention et a la detection d* infections a meningocoques et de 
meningites. 
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ADN et proteines ou peptides specifiques des 
bacteries de l'espece Neisseria meningitidis, leurs 
procedes d'obtention et leurs applications biologiques. 

5 L f invention est relative aux ADN, et aux proteines 

et peptides, specifiques des bacteries de l'espece 
Neisseria meningitidis (ci-apres en abrege Nm), a leur 
procede d'obtention et a leurs applications biologiques, 
en particulier pour la prevention et la detection 

10 d' infections a meningocoques et de meningites. 

On sait que Nm constitue 1 1 un des principaux agents 
de la meningite cerebrospinale. 

Des etudes menees aux Etats-Unis ont montre que de 5 
a 10% de la population sont porteurs asymptomatiques de 

15 souche(s) de Nm. Les facteurs de transmission de Nm sont 
mal connus. Pour une proportion des personnes infectees, 
Nm penetre le flux sanguin, ou elle peut provoquer une 
m6ningococcemie et/ou progresse dans le flux 
cerebrospinal pour provoquer une meningite. Sans 

20 traitement antibiotique rapide, 1 1 infection peut se 
developper de maniere fulgurante et devenir mortelle. 

Comparee aux autres pathog^nes, Nm presente la 
caracteristique de pouvoir franchir la barri&re hemato- 
encephalique afin de coloniser les meninges. L f etude de 

25 la pathogenicity de Nm est done non seulement importante 
dans le cadre de la mfeningite, mais aussi dans le cadre 
de toute maladie touchant le cerveau. 

On congoit alors l'interet de disposer d'outils 
specifiques de cette esp&ce bact^rienne pour les 

30 applications envisag£es ci-dessus. 

Nm est gen6tiquement tres proche des bacteries de 
l'espece Neisseria gonorrhoeae (ci-apres en abr6g6 Ng) et 
de 1 ' espece Neisseria 1 act arnica ( ci-apres en abrege Nl ) . 
Leur pathogenicity est toutefois trfes differente. 
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RE VEND I CAT I ONS 
1/ ADN caracterises en ce qu'il s • agit de tout 
ou partie de genes, avec leur phase de lecture, presents 
chez Neisseria meningitidis ( designee ci-apres par Nm), 
5 mais absents soit chez Neisseria gonorrhoeae (designee 
ci-apres par Ng), soit chez Neisseria Pactamica (designee 
ci-apres par Nl ) a 1' exception des genes impliques dans 
la biosynthese de la capsule polysaccharidique, frpA, 
frpC, opc, porA, rotamase, de la sequence IC1106, des IgA 
10 proteases, de la pilline, de pile, des proteines qui 
lient la transferrine et des proteines d'opacite.. 

2/ ADN selon la revendication 1, caracterises 
en ce qu'ils sont presents chez Nm, mais absents chez Ng. 

3/ ADN selon la revendication 2, caracterises 
15 en ce qu'ils comprennent une ou plusieurs sequence(s) 
telle(s) que pr6sente(s) sur le chromosome de Nm Z2491 
entre tufA et pilT, ou region 1 du chromosome, et/ou la 
ou les sequence(s) nucl6otidique( s ) capable(s) de 
s'hybrider avec la ou lesdites sequences. 
20 4/ ADN selon la revendication 2, caract6ris6s 

en ce qu'ils comprennent une ou plusieurs s6quence(s) 
telle(s) que presente(s) sur le chromosome de Nm Z2491 
entre pilQ et A740, ou region 2 du chromosome, et/ou la 
ou les s6quence(s) nucleotidique( s ) capable(s) de 
25 s'hybrider avec la ou lesdites sequences. 

5/ ADN selon la revendication 2, caract6ris6s 
en ce qu'ils comprennent une ou plusieurs sequence(s) 
telle(s) que presente(s) sur le chromosome de Nm Z2491 
entre argF et opaB, ou region 3 du chromosome, et/ou la 
30 ou les sequence(s) capable(s) de s f hybrider avec la ou 
lesdites sequences. 

6/ ADN selon la revendication 3, caracterises 
en ce que leur sequence correspond, pour tout ou partie, 
S SEQ ID n' 9, 13, 22 ou 30, et/ou a toute sequence se 
35 situant a plus ou moins 20 kb de ces SEQ ID sur le 
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chromosome d'une souche de Nm, et/ou est capable de 
s * hybrider avec au moins un fragment de 1 ' une quelconque 
de ces sequences. 

7/ ADN selon la revendication 4, caracterises 
en ce que leur sequence correspond pour, tout ou partie, 
a SEQ ID n* 1, 2, 4, 6, 7, 10, 15, 31 ou 34, et/ou, a 
toute sequence se situant a plus ou moins 20 kb de ces 
SEQ ID sur le chromosome d'une souche de Nm, et/ou est 
capable de s ■ hybrider avec au moins un fragment de 1 1 une 
quelconque de ces sequences. 

8/ ADN selon la revendication 4, caracterises 
en ce qu'il s ' agit de tout ou partie de la sequence d 1 ADN 
SEQ ID N*36 ou de sequences correspondant aux cadres 
ouverts de lecture SEQ ID N*37, SEQ ID N # 38, SEQ ID N*39, 
SEQ ID N # 40, SEQ ID N*41, SEQ ID N*42, SEQ ID N # 43, SEQ 
ID N*44, SEQ ID N*45 et/ou £ toute sequence se situant a 
plus ou moins 20 kb de ces SEQ ID sur le chromosome d'une 
souche de Nm, et/ou est capable de s' hybrider avec au 
moins un fragment de l'une quelconque de ces sequences. 

9/ ADN selon la revendication 5, caracterises 
en ce que leur sequence correspond, pour tout ou partie, 
a SEQ ID n* 8, 21, 23, 25, 26, 28, 29, 32 ou 35, et/ou, a 
toute sequence se situant a plus ou moins 20 kb de ces 
SEQ ID sur le chromosome d'une souche de Nm, et/ou est 
capable de s ' hybrider avec au moins un fragment de 1 ' une 
quelconque de ces sequences. 

10/ ADN selon la revendication 2, caracterises 
en ce que leur sequence correspond, pour tout ou partie, 
a SEQ ID n' 3, 5, 11, 12, 14, 16, 18, 19, 20, 24, 27 ou 
33, et/ou a toute sequence se situant a plus ou moins 20 
kb de ces SEQ ID sur le chromosome d'une souche de Nm, 
et/ou, est capable de s r hybrider avec au moins un 
fragment de 1'une quelconque de ces sequences. 
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11/ ADN selon la revendication 1, caracterise 
en ce qu ' ils sont communs avec ceux de Ng, mais sont 
absents de chez Nl. 

12/ ADN selon la revendication 11, caracterise 
en ce qu'ils comprennent une ou plusieurs sequence(s) 
telle(s) que presente(s) sur le chromosome de Nm Z2491 
entre arg J et reg F, ou region 4 du chromosome et/ou la 
ou les sequence(s) nucleotique( s ) capable(s) de 
s'hybrider avec la ou lesdites sequences. 

13/ ADN selon la revendication 11, caracterises 
en ce qu'ils comprennent une ou plusieurs sequence(s) 
telle(s) que presente(s) sur le chromosome de Nm Z2491 
entre le marqueur lambda 375 a pen A, ou region 5 du 
chromosome et/ou la ou les sequence* s) nucleotique( s ) 
capable(s) de s'hybrider avec la ou lesdites sequences. 

14/ ADN selon l'une quelconque des 
revendications precedentes, caracterise en ce qu'il code 
pour une proteine exportee au-dela de la membrane 
cytoplasmique . 

20 15 / ADN selon l'une quelconque des 

revendications 1 a 14, caracterises en ce que tout ou 
partie de leur sequence correspond a une region conservee 
au sein de l'espece Nm. 

16/ ADN selon l'une quelconque des 
25 revendications 1 a 15, caracterise en ce qu'il est insere 
dans un vecteur de transfert ou d' expression tel que 
cosmide, plasmide ou bacteriophage. 

17/ Cellule hote, plus parti culler ement cellule 
bacterienne ou cellule de Nm, transformee par 1' insertion 
30 d'au moins un ADN selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 15. 

18/Cellule comportant des genes ou des 
fragments de genes specif iques de Nm, plus 
particulierement cellule bacterienne, ou cellule de Nm, 
dont le chromosome est delete d'au moins un ADN selon 
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l'un quelconque des revendications 1 a 15, en 
particulier d'un ADN responsable de la pathogenicity. 

19/ ARN, caracterises en ce que leur sequence 
correspond pour tout ou partie a la transcription d'au 
5 moins une sequence ou fragment de sequence d ' ADN selon 
l 1 une quelconque des revendications 1 a 15. 

20/ Acides nucleiques anti-sens, caracterises 
en ce que leur sequence correspond a l'anti-sens d'au 
moins une sequence nucleotidique selon 1 ' une quelconque 

10 des revendications 1 a 15 ou 19, ou d'un fragment d'une 
telle sequence, et qu'ils portent, le cas echeant, au 
moins une substitution chimique telle qu'un groupe 
methyle et/ou un groupe glycosyle. 

21/ Polypeptides, caracterises en ce qu'ils 

15 presentent un enchainement d' acides amines correspondant 
a tout ou partie d'une sequence telle que codee par les 
acides nucleiques dgfinis dans l'une quelconque des 
revendications 1 a 15 ou 19, ou tel que deduit des 
sequences de ces acides nucleiques, avec, le cas echeant, 

20 des modifications par rapport aux sequences codees ou 
deduites des lors que ces modifications n ' alterent pas 
les proprietes biochimiques telles qu'observees chez le 
polypeptide natif • 

22/ Peptides selon la revendication 21, 

25 caracterises en ce qu'il s'agit de peptides export£s au- 
dela de la membrane cytoplasmique, plus sp£cialement de 
peptides correspondant a tout ou partie de ceux cod6s par 
un ADN selon la revendication 14, 

23/ Anticorps , caracterises en ce qu ' il s 1 agit 

30 d 1 anticorps polyclonaux ou monoclonaux dlriges contre au 
moins un epitope d'un peptide selon la revendication 20 
ou 21, ou de fragments de ces anticorps, plus 
particuli^rement 1 s fragments Fv, Fab, Fab' 2, ou encore 
d ' anti-anticorps capables de reconnaitre, selon une 
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reaction de type antigene-anticorps , lesdits anticorps ou 
leurs fragments. 

24/ Precede d'obtention de banques d'ADN 
Neisseria meningitidis -specif iques, comprenant : 
5 - le melange de deux populations d'ADN, 

la realisation d'au moins une iteration 
d ' hybridation-amplification soustractive, et 

- la recuperation du ou des ADN souhaites, 
suivie le cas echeant de leur purification avec 

10 l • elimination des sequences redondantes. 

25/ Precede selon la revendication 24, 
caracterises en ce que pour obtenir une banque Nm 
specif ique par rapport a Ng 

- on melange deux populations d'ADN provenant 
respectivement d'une souche de Neisseria meningitidis, ou 
souche de reference, pour laquelle la banque sp6cifique 
doit etre constitute, et d'une souche de Neisseria 
gonorrhoeae, ou souche de sous traction, les sequences 
d'ADN de ces souches etant telles qu'obtenues par 

. cisaillement aleatoire de l'ADN chromosoraique 
de la souche de sous tract ion, notamment par passages 
repetes a travers une seringue, et 

• clivage de l'ADN chromosomique de la souche 
de reference, de pr6f6rence par une enzyme de restriction 
25 produisant des fragments de taille infferieure a Ikb 
environ, et que pour obtenir une banque d'ADN communs 
entre Nm et Ng, mais specif iques par rapport £ Nl, on 
constitue trois banques diff6rentes, dont deux par 
digestion de l'ADN chromosomique de Nm par MBol et 
30 Tsp5091, et la troisi^me, par digestion de l'ADN 
chromosomique de Nm avec Mspl , on opere deux series de 
soustraction et on recupere les ADN presentant la 
specif icite recherchee. 



20 
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26/ Banques de clones d'ADN telles qu * obtenues 
par mise en oeuvre du procede selon la revendication 24 
ou 25. 

27/ Application du procede selon la 
revendication 24 pour 1 ' obtention de banques d * ADN 
specif iques d 1 une cellule donnee ou d'un variant donne 
d'une meme espece de cellule, des lors qu'il existe une 
autre espece ou un autre variant proche genomiquement , 
et exprimant des pouvoirs pathogenes differents, en 
particulier de banques d 1 ADN specif iques de cryptocoques , 
d ' Haemophilus , de pneumocoques ou encore d ' Escherichia. 

28/ Methode de diagnostic d'une infection 
raeningococcique, et plus particulierement de la meningite 
meningococcique, par mise en evidence de la presence de 
Neisseria meningitidis dans un echantillon biologique 
caracterisee en ce qu'elle comprend les etapes de : 

- mise en contact d'un echantillon biologique a 
analyser, avec un react if elabore a partir d'au moins un 
acide nuclfeique tel que defini dans l'une des 
revendications 1 a 15, ou 19, le cas echeant sous forme 
de sonde nucleotidique, ou d 1 amorce, ou en variante a 
partir d'au moins un anticorps, ou un fragment 
d'anticorps, tel que dfefini dans la revendication 23, 
dans des conditions permettant respectivement une 
hybridation ou une reaction de type antigene-anticorps, 
et 

revelation du produit de reaction 
eventuellement forme. 

29/ Mdthode de diagnostic d'une reaction 
immunitaire specif ique de 1' infection meningococcique, 
caracterisee en ce qu ' elle comprend les etapes de ; 

- raise en contact d'un echantillon biologique a 
analyser avec au moins un polypeptide selon 1 ' une 
quelconque des revendications 21 ou 22 ou d'un anti- 
anticorps selon la revendication 23, ou d 1 un fragment de 
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celui^ci, ces produits etant, le cas echeant, marques 
dans des conditions permettant la realisation d 1 une 
reaction de type antigene-anticorps, et 

revelation du produit de reaction 
5 eventuellement forme . 

30/ Kits pour la mise en oeuvre d'une methode 
selon l'une quelconque des revendications 28 ou 29, 
caracterises en ce qu'ils comportent : 

- au raoins un reactif tel que defini dans la 
10 revendication 28 ou 29, a savoir de type acide nucleique, 

anticorps ou peptide, 

- les produits, notamment marqueurs ou tampons, 
permettant la realisation de la reaction d 1 hybridation 
nucleotidique ou de la reaction immunologique visee, 

15 ainsi qu'une notice d ' utilisation. 

31/ Composition vaccinale incluant dans son 
spectre, en particulier en association avec au moins un 
vaccin pour l'enfance, une prophylaxie a visee anti- 
meningococcique, et destinee a prevenir toute forme 

20 d' infection par Neisseria meningitidis, caracterisee en 
ce qu'elle comprend, en association avec un/des 
vehicule(s) physiologiquement acceptable ( s ) , une quantite 
efficace : 

- de peptide selon la revendication 21 ou 22, 

25 ou 

- d' anticorps ou de fragment d ' anti-anticorps 
selon la revendication 23, 

ce materiel etant eventuellement conjugue, afin de 
renforcer son immunogenic! te, a une molecule porteuse 

30 telle que proteine de polyovirus, toxine tetanique, 
proteine issue de la region hypervariable d'une piline. 

32/ Composition vaccinale incluant dans son 
spectre, en particulier en association avec au moins un 
vaccin pour l'enfance, une prophylaxie & vis6e anti- 

35 meningococcique, et destinee a prevenir toute forme 
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